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NOUVEAUTES DANS LA RECONSTRUCTION CUTANEE:
CULTURES DE CELLULES ET SUBSTITUTS DERMIQUES ET
REVUE DE LA LITTERATURE

Koch N., Erba P., Benathan M., Raffoul W.*

Service de Chirurgie Plastique, Reconstructrice et Esthétique, Centre Hospitalier Universitaire Vaudois (CHUV), Lausanne, Suisse

RESUME. La prise en charge de patients souffrant de briillures profondes et étendues reste un défi important pour les chirurgiens
reconstructeurs. Ceci est d’autant plus vrai que les grands progres réalisés dans la réanimation assurent actuellement la survie de
patients brilés sur plus de 90% de leur surface corporelle. De ce fait la reconstruction moderne a dii innover et est devenue une
chirurgie complexe nécessitant un plan stratégique impliquant des matériaux et des méthodes chirurgicales multiples adaptées a
chaque situation clinique. Ce type de prise en charge nécessite aussi la collaboration étroite et coordonnée de plusieurs équipes
hautement spécialisées. Le taux de survie ainsi que de la qualité de vie de ces patients sont alors nettement améliorés. De méme
nous observons clairement que le nombre de complications secondaires telles que les rétractions et les instabilités cicatricielles ont

également diminué de fagon significative.
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Introduction

La prise en charge des brilures profondes et étendues
reste un grand défi, tant pour les réanimateurs que pour
les chirurgiens reconstructeurs. L’amélioration du soutien
nutritionnel ainsi que de la prise en charge des complica-
tions infectieuses a néanmoins permis une nette améliora-
tion de la survie des patients. Concernant le traitement chi-
rurgical, la greffe de peau a été une révolution majeure
dans le traitement des grands brilés.' Or cette technique a
ses limites :

* la surface de greffe que 1’on peut prélever dépend

de la surface des tissus sains résiduels

+ elle ne reconstitue que la partie la plus superficielle

de la peau (épiderme et partie superficielle du der-
me) favorisant la rétraction et I’instabilité cutanée

Ainsi, le chirurgien reconstructeur est confronté a deux
problémes majeurs chez le grand brillé: la quantité limitée
de greffe et la restitution partielle des tissus détruits. C’est
dans ce contexte que des substituts cutanés, culture de cel-
lules cutanées et matrice de régénération dermique, ont été
introduits dans le traitement des brilures graves et éten-
dues. Actuellement, ils sont au centre de notre stratégie de
reconstruction.

Historique de la culture des cellules cutanées

La premiére application de cultures de kératinocytes,
c’est-a-dire des «cultured epithelial autografts» («auto-
greffes épithéliales cultivéesy, sigle anglais «CEA»), dans
la prise en charge des brilés a été¢ décrite par Rheinwald
et Green en 1975.” Actuellement, la méthode initiale mo-
difiée permet d’obtenir en 15 jours plusieurs centaines de
centimétres de transplants formés de 6 a 8 couches su-
perposées de kératinocytes. Les CEA permettent de re-
couvrir d’un épithélium fin des surfaces importantes chez
des patients présentant des sites donneurs limités, de ré-
épithélialiser rapidement des zones de prélévement de gref-
fe et enfin d’éviter les douleurs dues aux prises de greffe.
Néanmoins, lors de cette période de culture, le patient res-
te susceptible au sepsis, qui reste la cause majeure de mor-
talité.’ Cette technique a révolutionné la prise en charge
des brilures. Dans notre expérience il y a un bénéfice évi-
dent (survie, durée de séjour, colit) quand la surface bri-
lée dépasse le 50% de la surface corporelle chez 1’adulte
et 30% chez I’enfant.*
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Notre expérience avec les cultures de cellules épithéliales

Dés 1986, le Centre Hospitalier Universitaire Vaudois
a Lausanne (CHUV) se dote d’un laboratoire de cultures
cellulaires dédié spécifiquement a 1’élaboration de trans-
plants de kératinocytes, c’est-a-dire les CEA.* La métho-
de originale utilisée initialement a permis de traiter un
grand nombre de patients gravement brilés au CHUV et
dans les deux centres de briilés zurichois (Hopital Canto-
nal et Kinderspital).® Dans I’évaluation de 1’une de nos sé-
ries, le taux de prise des greffes de kératinocytes était en
moyenne de 65%, avec des extrémes allant de 0 a 100%.
Certaines études présentent des prises de greffe de 50 a
70%"* alors que d’autres rapportent des taux bas allant a
une prise compléte.” Les résultats sont en général meilleurs
chez les patients jeunes et dans les cas ou une partie du
derme a pu étre préservée. Par ailleurs le taux de prise de
greffe est également augmenté lorsque les CEA sont par-
faitement immobilisées sur le site receveur par I’usage de
la colle de fibrine, qui joue aussi un excellent role de ma-
trice de régénération de ces cellules aprés leur transplan-
tation chez le patient. Ces résultats initiaux ont pu étre ex-
pliqués par un autre travail que notre groupe a publié" et
qui a démontré que ces cultures contenaient uniquement 5
a 8% de cellules souches capables de former des colonies
de régénération des cellules épithéliales. Chez le patient
jeune, le nombre de cellules souches est plus élevé que
chez la personne agée et le taux de multiplication est plus
élevé, ce qui explique de meilleurs résultats dans ce grou-
pe. Malgré les progrés réalisés (antibiothérapie ciblée, sup-
port nutritif en protéine et antioxydants),"” I’infection res-
te le risque majeur et peut entrainer une perte complete de
la greffe de CEA.""

Actuellement il est démontré que les CEA permettent
d’améliorer le taux de survie des patients gravement bri-
1és,"'"* mais des problémes cicatriciels et cosmétiques per-
sistent. En effet, seule une couverture épidermique fine est
assurée. Or les brilures profondes détruisent les trois
couches de la peau. Par conséquent, les principaux désa-
vantages de cette méthode sont la durée de fabrication, la
variabilité de la prise des greffes, le cott, la faible résis-
tance aux infections ainsi que I’instabilité cutanée méca-
nique a long terme. Selon notre expérience, I’application
de CEA sur des greffes de peau fine en filet avec de larges
mailles (technique sandwich)” permet d’obtenir de
meilleurs résultats en termes de prise de greffe et de ré-
sistance mécanique a long terme. Ceci peut s’expliquer par
deux mécanismes:

1. les fibroblastes présents dans la greffe en filet li-
bérent de nombreux facteurs de croissance, stimu-
lent les kératinocytes cultivés et favorisent la sta-
bilité cutanée'

2. les CEA permettent une cicatrisation primaire et
rapide des mailles des greffes autologues, réduisant
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de ce fait le risque de rétraction secondaires

Cliniquement, nous observons également que les ré-
sultats sont meilleurs et la prise plus compléte chez les pa-
tients ou une fine couche de derme peut étre préservée ou
dans le traitement des zones de prélévement de greffe.
Dans cette derniére indication, la cicatrisation de la zone
de prélévement est accélérée, ainsi un nouveau préléve-
ment peut étre réalisé plus rapidement et plus fréquem-
ment sans risque de retard de cicatrisation.” De méme nous
observons que la douleur provoquée par le prélévement est
nettement atténuée et qu’a long terme la cicatrice du pré-
lévement est plus stable et nettement supérieure du point
de vue cosmétique.

En cas de bralures profondes, il s’est avéré que la pri-
se ¢était meilleure lorsque les greffes cultivées étaient po-
sées sur un fascia que lorsqu’elles étaient fixées directe-
ment sur le tissu adipeux. Ces observations sont expliquées
par le role essentiel du fibroblaste dans la croissance du
kératinocyte et I’importance des échanges qui se font entre
le derme et I’épiderme.”*”

Un autre probléme rencontré aprés greffe de kérati-
nocytes de culture est I’instabilité de la cicatrice en rela-
tion avec la reconstruction incompléte des structures de la
peau. Lors des premiers mois ou années, on observe fré-
quemment la formation de phlycténes et ulcérations prin-
cipalement dans les régions exposées (articulations, zones
d’appui et de frottement). Par contre aucune augmentation
significative de I’instabilité cutanée ou du développement
de tumeur cutanée n’a été constatée par rapport aux greffes
de peau fine en filet méme en zones exposées aux rayons
du soleil.

Par conséquent 1’utilisation des CEA permet une aug-
mentation du taux de survie des patients gravement briilés
malgré des résultats fonctionnels et cosmétiques persistants.
Cette technique doit donc étre réservée pour des patients
présentant des 1ésions extensives séveres et peut étre amé-
liorée par I’association de greffes de peau fine ou lors de
présence de derme sur le lit receveur, ce qui favorise une
diminution de la contraction secondaire des plaies.”

Cultures bi-couches de cellules cutanées
kératinocytes / fibroblastes

Les cultures de kératinocytes seuls étant insuffisantes
tant du point de vue de la prise de greffe que du résultat
fonctionnel et esthétique, nous avons procédé a la prépa-
ration de cultures associant des fibroblastes aux kératino-
cytes. Ces deux types de cellules ont un mécanisme d’ac-
tion étroitement lié. En effet, les kératinocytes sont les pre-
micéres cellules & promouvoir la réponse inflammatoire par
la production de cytokines, ces dernieres stimulant direc-
tement la production de cytokines pro-inflammatoires et
de facteurs de croissance au niveau des fibroblastes et qui
a leur tour stimulent la prolifération de kératinocytes.”



Ces deux types de cellules ont été particuliérement dif-
ficiles a associer en raison de leur cinétique, qui est tota-
lement différente. En effet les fibroblastes se multiplient
beaucoup plus rapidement que les kératinocytes et par
conséquent empéchent une croissance linéaire de ces der-
niers. In vitro les cultures de kératinocytes et fibroblastes
sont par conséquent préparées séparément puis superposées
avant d’étre transplantées. L’¢élaboration de ce type de pré-
paration est complexe et la durée d’environ cinq semaines.
Malgré la difficulté de préparation, on obtient une culture
plus épaisse et plus robuste que lors de kératinocytes seuls.

Les avantages de ces cultures comparativement aux
kératinocytes seuls sont d’une part le taux de prise supé-
rieur a 95% contre 60%, la nette diminution de rétraction
secondaire, I’amélioration de 1’aspect cosmétique et une
meilleure élasticité ainsi qu’une meilleure résistance aux
traumatismes.

Il est également possible d’associer ces cultures bi-
cellulaires aux substituts dermiques (ce qui n’est pas pos-
sible avec les cultures de kératinocytes seuls). Ce sujet se-
ra développé ultérieurement.

Finalement, I’indication a ce type de culture est limi-
té a notre sens a la couverture de zones sensibles telles
que le visage, le cou, les mains et les pieds ainsi que les
zones articulaires et d’appui chez les grands brilés (>50%
de la surface corporelle totale briilée).

Substituts cutanés temporaires

Les anciens Egyptiens utilisaient des feuilles de pa-
pyrus comme substituts cutanés. De nos jours, les pelures
de bananes sont encore utilisées comme pansement initial
dans de nombreux pays du tiers monde.

Actuellement de nombreux matériaux sont utilisés. Ils
ne permettent qu’une couverture temporaire jusqu’a 1’ap-
plication de greffes définitives. Le but de leur utilisation
est d’éviter la dessiccation des cellules du lit de la plaie
en préservant un milieu humide, de réduire le risque de
complications infectieuses apres le débridement des tissus
nécrotiques, de diminuer les douleurs en raison de la cou-
verture nerveuse ainsi que la diminution des pertes de
fluides, de protéines et d’électrolytes et, de ce fait, d’ob-
tenir la stabilisation globale du patient.*

Les xénogreffes (peau de porc dévitalisée, E-Z
Derm®), les allogreffes [peau de cadavres humains pré-
servée dans le glycérol]) ainsi que les matériaux synthé-
tiques [Biobrane®]) sont utilisés réguliérement dans les
centres de briilés dans le but de préserver le lit de la plaie
débridée.

La peau de porc dévitalisée (Fig. 1) est probablement
le produit le plus utilisé a travers le monde étant donné la
facilité de son utilisation et de son stockage.” Elle permet
une diminution des hématomes et des séromes en raison
des propriétés hémostatiques du collagéne bovin. Elle pré-
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Fig. 1 - Xénogreffes posées aprés débridement d’une brilure.

sente également des propriétés antibactériennes dont I’ori-
gine est multifactorielle.” Néanmoins son utilisation sur le
visage n’est pas indiquée en raison de la possibilité de ta-
touage correspondant au meshage de cette peau porcine.”

La peau de cadavre humain est actuellement livrée
sous trois formes différentes. Elle peut étre soit préservée
dans du glycérol, ce qui lui assure une sécurité bactérien-
ne, virale et fongique, soit cryopréservée, soit fraiche. La
peau de cadavre cryopréservée présente de meilleures pro-
priétés d’intégration que la peau glycérolée™ mais néan-
moins inférieure a celle de la peau de cadavre fraiche.”
L’inconvénient de cette derniére est sa courte durée de pré-
servation, qui ne doit pas dépasser sept jours.

Des pansements synthétiques tels que le Biobrane®”
permettent également une couverture temporaire des bri-
lures avec une meilleure protection contre les infections et
les pertes liquidiennes. Par contre, I’intégration sur le site
receveur de ce produit rend son ablation parfois difficile
et laisse parfois des crotites douloureuses. L’étanchéité im-
portante de ce produit augmente le risque infectieux local.

Substituts cutanés permanents

Une nouvelle étape décisive dans la reconstruction de
la peau a été franchie avec le développement et la mise
sur le marché de nouveaux substituts dermiques perma-
nents. En effet, comme décrit plus haut, les cultures de ké-
ratinocytes ont permis de résoudre le manque d’épiderme
alors qu’il n’était pas possible de reconstruire le derme.
Or le derme donne la structure et I’aspect cosmétique de
la cicatrice. Un substitut dermique est une matrice qui per-
met de régénérer une couche dermique. Différents substi-
tuts existent sur le marché. En général, ils sont d’origine
animale et constitués de fibre de collagénes et €lastiques
associés a des gluco-amino-glycanes. La matrice est ap-
pliquée sur le lit de la plaie aprés débridement. La plaie
doit étre parfaitement propre et viable. Un tissu de granu-
lation organisée se développera et formera le néo-derme.
La reconstruction cutanée a 1’aide de ces substrats peut
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Fig. 2 - Matriderm® 1 mm et greffe de
peau fine pour une brilure du troisiéme de-
gré au visage.

étre effectuée en un ou deux temps opératoires. L’inté-
gration de ce matériel peut étre accélérée a 1’aide d’une
thérapie a pression négative (la «vacuum assisted closure»
VAC c’est-a-dire la cicatrisation par pression d’air néga-
tive). Les deux matériaux utilisés dans notre centre sont
I’Integra® et le Matriderm®.

L’Integra® est I’équivalent dermique le plus ancien. Il
s’agit d’un substitut de peau, sans cellules, composé de
deux couches. La couche superficielle est composée d’une
membrane de silicone alors que la couche profonde est
composée de collagéne bovin type I et de glycane de gly-
cosamine. Cette derniére contient des pores (entre 70 et
200 microns) dans lesquels les fibroblastes et les cellules
endothéliales du patient peuvent croitre. Cette couche in-
térieure subit donc une dégradation compléte progressive
avec une conversion biologique du tissu étranger en tissu
corporel du patient.” Cette forme nécessite donc une pha-
se d’intégration d’une durée de trois semaines. Cette pha-
se est dangereuse en raison du risque infectieux. Elle né-
cessite des soins et une surveillance particulieérement at-
tentifs.”

Une nouvelle forme d’Integra monocouche a été mi-
se sur le marché actuellement. Elle est composée de col-
lagéne d’origine bovine et de chondroitine 6-sulfate. Cet-
te surface peut étre recouverte immédiatement par une gref-
fe de peau mince. Aucune étude n’a encore été publiée
concernant cette nouvelle forme.

Le Matriderm®® est constitué¢ d’une matrice dermique
hautement poreuse de collagéne bovin de type [, Il et V et
d’¢lastine. La matrice sert de support a la croissance des
vaisseaux et des cellules. L’¢lastine permet d’améliorer la
stabilité et I’¢lasticité du tissu. Ce produit est disponible en
deux formats: soit 1 mm, ce qui permet la pose de greffe
cutanée dans le méme temps opératoire, soit 2 mm, ce qui
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Fig. 3 - Chéloide cervical postbrilure.

Fig. 4 - Correction de cheloide cervical par
Integra® et greffe de peau fine.

nécessite également son intégration durant 4 a 5 jours avant
d’effectuer la greffe cutanée. Le Matriderm® de format 1
mm présente évidemment 1’avantage d’un risque infectieux
diminué et d’un seul temps opératoire (Fig. 2).*

Notre expérience avec ce matériel concernait au début
la correction de cicatrices chéloidiennes secondaires a des
brilures localisées dans des zones fonctionnelles (cou,
creux axillaire et autres plis articulaires). Les excellents
résultats obtenus dans ces cas (Figs. 3, 4) nous ont en-
couragés a réaliser d’autres reconstructions chez les grands
brilés et en particulier dans les zones sensibles (visage,
plis articulaires). Dans cette indication, le risque infectieux
est grand. En cas d’infection, le matériel est perdu et la
reconstruction différée jusqu’a ce que le processus infec-
tieux soit sous contrdle. Dans notre expérience 1’utilisa-
tion de substituts dermiques permet d’éviter dans de nom-
breuses situations les rétractions secondaires, 1’hypertro-
phie cicatricielle et le développement de chéloides, qui sont
les complications les plus fréquentes en cas de brilures et
greffes. Actuellement, il n’y a pas de consensus concer-
nant le choix et les indications pour I’utilisation d’un sub-
stitut dermique.”

Plusieurs publications ont montré 1I’impossibilité d’as-
socier les cultures de kératinocytes avec les substituts der-
miques. Ces derniers ne constituent pas un environnement
favorable a la survie des kératinocytes. Nous avons réso-
Iu ce probléme en utilisant des greffes de culture formées
de kératinocytes et fibroblastes comme décrites précé-
demment. Des biopsies réalisées apres plusieurs semaines
ont montré 1’apparition d’un derme quasi normal. Dans ces
cas, la rétraction a ét¢ minime ou inexistante et I’aspect
cosmétique trés satisfaisant et inégalé par n’importe quel-
le autre technique de reconstruction, surtout chez les grands
bralés (Fig. 5). Nous avons évalué les propriétés bioméca-



Fig. 5 - Integra® et cultures de kératinocytes et fibroblastes chez un
patient brlé sur 97% de la surface corporelle totale.

niques de la peau reconstruite et avons montré que 1’on
pouvait retrouver par ce type de reconstruction des valeurs
fonctionnelles physiologiques. Le coit élevé de ces pro-
duits limite leur usage et actuellement nos indications sont
limitées aux briilures profondes de la face, des plis de flexion
et des pieds ainsi que pour les corrections secondaires de
certaines cicatrices hypertrophiques ou chéloidiennes.

Conclusion

L’avancée technologique concernant les substituts cu-
tanés s’est nettement améliorée durant les dix derniéres an-
nées. Aprés une premicre génération nécessitant deux in-
terventions, la seconde a permis de n’effectuer qu’un seul
temps opératoire et la diminution du risque infectieux. Le
suivi a long terme permet 1’observation d’excellents ré-
sultats esthétiques avec un minimum de cicatrice hyper-
trophique et de tissu rétractile. Néanmoins, le colit de ce
matériel reste important.
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Les méthodes décrites plus haut sont élaborées et com-
plexes. Elles sont réalisées par des équipes hautement spé-
cialisées et coordonnées qui ont une grande expérience du
travail commun dans ce domaine. Elles ont participé a
I’amélioration du taux de survie des grands briilés. La mai-
trise de ces techniques nous permet actuellement de les
appliquer dans d’autres pathologies cutanées ou chez des
patients fragiles tels que les formes grave d’épidermolyse
bulleuse,” les maladies rhumatismales et les personnes
agées. Elle permet également une nette amélioration de la
survie de ces patients.

D’autres progrés sont actuellement en cours. D’une
part, les cultures totalement autologues, riches en anti-
oxydants, et qui comme on le sait ont un réle majeur dans
la cicatrisation” - des travaux en cours, comparatifs et pros-
pectifs, doivent nous permettre de préciser les indications
thérapeutiques - d’autre part, 1’utilisation de cellules foe-
tales qui permettrait la régénération des tissus plutdt que
leur cicatrisation.” En effet, certaines études ont démontré
que la cicatrisation in utero est caractérisée par la régéné-
ration d’un derme organisé avec des appendices normaux
et un manque relatif d’inflammation.” Ces cellules pré-
sentent une capacité d’expansion cellulaire a partir d’un
organe, une bonne capacité d’adaptation aux biomatériaux
et une résistance au stress oxidatif. Des applications cli-
niques ont déja été rapportées avec des résultats promet-
teurs tels qu’une bonne élasticité cutanée, une améliora-
tion de la couleur et une diminution des cicatrices hyper-
trophiques et chéloidiennes.”

SUMMARY. The management of patients with deep extensive burns remains a major challenge for reconstructive surgeons. This
is especially true with the considerable progress that is currently being achieved in resuscitation procedures that permit the survival
of patients with burns in over 90% of their body surface. Modern reconstruction techniques have had to innovate and become a
complex surgery requiring a strategic plan involving materials and multiple surgical procedures tailored to each clinical situation.
This type of care also requires the close and co-ordinated collaboration of several highly specialized teams. The survival rate and
quality of life of these patients have thus much improved. We have likewise observed that the number of secondary complications
such as contractures and scarring instabilities have also significantly decreased.

Keywords: burn, graft, culture, dermal substitute
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